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Daacription 

La prtonte Invention ooncemd d nouveaux v cteurs de clonage et cf expression dans la lavures, ainsi 
que les levures transfbrmtes gnlce a cas vectaurs et leur application a la synthdse de protdlnea. 
^ Certaines aouches de levures de I'esp^ce Kiuyveromyeas (actts contfennent un couple d plasmides 
lindalres dont la prteence conf^ i la celiule le caractera "killer, cette cellule produit une toxfne qui 
empfiche la crolssance d'dutree cellules dites sens[ble& 

Parmi les cellules senalbtes, n faut dter les cellules de K. laOs ddpourvues de plasmides, mals 
^alement les cellules d'^pdces dlff^rentes comme SaccharomycBS cerevfsiaB, 

Ces plasmides ont d'abord dte dterfts par Gunge et coll. (J. BacteHol, 145, 382--^ (1981), 747, 
155—166 (1981), puis fnd6pendamment par H. Fulcuhara et colh (Current Genetics, sous presse). 

II s'agit de deux plasmides d'ADN double brin Iin6alr^ appeles k| (83 icb) et l^i (13,4 kb). 

Las etudes gdn^tlques faltes au Laboratolrs de M. Fukuhara montrent une grande analogie avec le 
sys^e "IdWef de S. cerevns/ae, except^ le fart que celul-d contfent deux plasmides d ARN. 

Le plaamlde k^ est Indispensable pour Texpression du caraddre "killer"' et de rimmunite h la toxine car 
la parte de cs plaamlde entralne la dlsparitJon de ces deux caracteres. II semble que le piasmide ki solt 
nteessalre pour la maintenance de dans la cellule. 

La r6pllc8tion de ces ADN fait Intervenir plusfeurs gdnes chromosomiques de la levure; Texprassion de 
la todne depend ggalemant de gdnes nucl6aires. II y a done des interactions entre les deux plasmides et 

^ entre plasmides et noyau. 

Or, on a dtosuvert qui I 4talt pos^ble d'utiliser le piasmide ki k titre de vecteur de clonage et 

d'expresslon. 

La pr^sente invention propose done un vecteur de clonage et d'expression d'un gdne hdt^logue dans 
une levure, caract6ris^ en ce qu'il comports au molns: 
25 ^ tout ou partle de I'ADN du piasmide ki da AC factfs, 

— un segment d'ADN incorporant le gdne hdtdrologue ainsi que les sequences asaurant Texpressfon 
dudit g^a dar» ladite levure. 

L'utilisatfon d'un tel vecteur de clonage et d'expression est particulidremsnt int^ressante, tout d'abord 
parce qi/il existe peu de vecteurs utillsables dans les levures. En outre, le i^esmlda k| pr^sente plusieurs 
^ sites de restriction uniques, en particulter EcoRI, BamHI et Qal, ce qui est particuli^rament intdressant pour 
la construction d'hybrides racombin^. 

Enfin, on salt que les plasmides k^ sont presented un nombre elevd de copies par cellule, ce nombre de 
copies pouvant attelndre 100 d 160. Dans ces condrtions, on peut espirer une amplification du gdne qui 
sera \nsM dans le vecteur. 

35 Les gtoes hdtdralogues plus particuliarement envisages dans le cadre de la pr^ente Invention aont 
des gftnes codant pour la synthtee de peptides ou de prolines prteentant un interet industnel. 

Blen enlendu, dans certafns casi le vecteur pourra comporter dlfMrents gdnes hMrologues qui pour 
certains ne seront pas exprfmfa mala dont certains s^uencea assureront rexpression d'un autre gine. 
De pr^f^rence, le g^ne k doner et d «(primer est InsM dans Tun des sites de restriction uniques, 
^ notamment dans le cite ClaU 

II est bien entandu possible dnnsdrer dans un site approprf^ du vecteur (c'eat-d^lirB en gdn^ral en aval 
des dl^ments principaux assurant Texpression), sT cela est Int^ressant, une sequence comportant de 
multiples sites uniques de restriction comme cela est connu dans ce domalner afin de pouvofr 
commoddment insurer des g^nas hdtirologues. 
^ ParmI les vecteurs selon la prdsente Invention, il faut citar ceux Incorporant h titre de g^ne hdtdroiogue 
le gdne URAa de levure, en particulier sous forme d'un segment d'ADN d'environ 1,1 kb limit6 par deux 
sites Hindlll. 

Dss experiences ont ddmontri que ['integrality du piasmide k, n'^It pas indispensable pour le 
clonage et I'expression. AInsI, ou a pu utillser d titre da vecteur (e piasmide k^S que proviant d'un mutant de 
^ iacUs NK2 "non-killer" et qui est r6sistant k la toMne s^crdtee. Ce plaamlde kiQ presents, par rapport au 
piasmide iCi/ une d^6tion de 2,9 kb entre les deux sites HlndilL 

Lbs vecteurs selon llnvention peuvent comporter ^aiemant das fragmenta d'ADN bact6ri«i, en 
partlcuirer des fragments d'ADN batfriens oomportsnt une origlne de reptication et/ou un gdne de 
r^lstance k un antiblotique, ceci notamment afIn de permettre la selection des clones dans les aouches 
Sfl bact^riennas. 

Ainai, ou peut Ins^rar un fragment de restriction de pBR322 comportant, Torigine de replication et le 
g^e de resistance h I'ampicllline. 

Parmi les vecteurs selon I'lnventlon certains prdsentent un interet particulier. It s'agit des plasmides 
drculalres tels que pL3 qui comporte k tftre d'ADN du piasmide k^ un fragment de restriction Clal du 
^ plaamlde kiQ et en outre de preference un fragment de restriction Clal du piasmide done 6. 

Blen entendu, les differents plasmidss evoques precedemment p uvent dtre prepares par la miae n 
o uvre de techniques connues. 

La present Invention cdnceme egal ment les levures transfbrmes incorporant un vecteur s 1 n la 
presente Invention et en particulier, blen que non unlquement, les soches du g nre Kiuyveromyces et 
notamment K, lactis. 
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Llnvention conceme 6galement rapplicatfon des levures transforniees k i'expresslon da la prot^ine 
oodde par ta ghne heterologue port6 par le vecteur. 

Enfin ('invention oonceme un procSdd de preparation d'una protein ou d'un peptide dans laquel on 
cultive sur un milieu nutritif une levure tranaformBa par un vecteur aelon I'invention oomportant comma 
5 g6ne hdt^rologue le gdne codant pour ladita prot^fne ou iedit peptide. 

A titra d'exempler on d^crfra d-aprda le donaga at rexpresslon du g^ne URA9 de & cerevisfae, en ae 
r^drant en tant qua da besoin aux figured annexdea aur Leaquailaa: 

— la figure 1 rapresante las plasmldes ki at lc^5^ 

— » la figure 2 repr^nte le plasmida done 6, 
to — la figure 3 raprdaenta le piaamide p^. 

I — Conatruction des plasmldes hybrides lc,-URA9 

Les plaamidaa ^ k^5 ont deja M d^crita dans les artldas mentlonnds prdc^demment 

Sur la figure 1 annaxda, on a repr^sente la carte de restriction des plasmldes Ic^ at k^5. 
13 Comma on peut le constater, le plasmida ki porte trots sites de restriction uniques EcoRI, BamHI et Oat 
aiora qu'il porte un site de restriction double HfndUI. 

Par contra, le plasmida k^6, qui porte une ddt^tion de 2^ kb, ne comporte qu'un seul atta da restriction 
unique Clal mala a conserve lea deux sites de restriction IHIndlli. 

Ced expliquB pourquoi, lorsque Ton voudra doner un g6ne sur le site Clal, on pourra effectuer una 
20 reatrlction totale aiora que, lorsque Ton voudra effectuer une reatriction par HindilL ii conviandra de 
n'effectuer qu'una reatriction partfelle. 

Af In d'evitar d'inactiver una region nteeasalre 6 la rdplication, le marqueur URAa a M Introdult dana 

diffSrents sites da k^ et de ki5, 

2ff Premier mode de donaga: par HindUl 

On effectue una restriction partialle des plasmldes k^ et ki$ par Hindlll. 

Lb gene URAa aat obtenu par restriction totale par Hindlll du piaamide clone 6 (d^rrt par Bach at cxAU 
1979, 76, 386-390). 

On obtient ainsf le gene URA, entfer portS par un fragment d'ADN de 1,1 kb* Ce fragment est trait6 par 
30 la piiosphatase aicaiine afin d'amp§cher la redrcularisadon de ce dernier plasmida. 
Les ligations auivantes sont effectueas: 

1) k| coupd par Hindlll + dona 6 coupd par Hindlll, 

2) iC|5 coupA par Hindlll -f done 6 coup6 par Hindlll. 

S5 Deuxfime mode de donage: par dal 

Le site Clal tont unique sur lea deux plasmldes utli!&68, k^S et clone 6, on peut effectuer la restriction 
totale des deux plasmldes. 

La ligation sulvanta est 6ffectu6e: 1} ki5 coup^ par Clai dona 6 coup§ par ClaL 
L'ensemble de cas mdlanges de ligation contiennent une certain proportion de plasmides liybrides. 
40 Affn de pouvoir mattre en Evidence le cionage et Texprassion du g6ne LIRA3, U conviant de disposer 
d'una soudie mutante de K. faetis uraA** En outre, afin d'assurer le maintien du vecteur selon Tinvantion, 11 
est int^ressant que catta souche rdceptrice possMe dgaiement le plasmide 1^ 

II — Construction d'una souche mutante de K. iactis uraA" sans k^ 

48 On est parti de la souche de K. ladJs CBS 23ao--6 uraA"* dapourvue d'activrte OMP decase et qui a dtd 
obtenue par une mutaganeae aux UV & partir de la souche CBS 2360. 
La taux de reversion de la mutation est Inf^Heur h 1.1 0~^ cellules. 

Cette souche est "UlieT" et rtaatante d le toxine. Eiie possMe les deux plasmldes kt et kgr elie est notde 

so De cette souche on a Siimind le plasmide Ict par un crcMsement avec la souche VM2 "non-killer" qui a 
§t6 tsolee par mutagdndsa at qui pr^sente le caractftra kiO, k2+. 
Le croisament sufvant: 

2380— 6aure^ >c VM2alys~ 
55 (k,*, ka*) (k,° ka*) 

conduit k environ 1% de cellulea dlploTdes ayant perdu k^ par segregation mltoUque et qui sont devenues 
"non-ldlier". 

On obtient apres sporulatlon de ces souches ciiploTdes, une souche haploTde ''non-killer" ura~ dont on 
so peut verifier par extraction de I'ADN qu'elle a pardu k^ at poss^de toujoura k^ 

On a ainsf btenu une souche uraA' "non-kill r" (ki^ k^* qui sera utiils6e pour mottr en evidence 
rexpresslon du gdne done sur le vecteur selon ia presente invention. 

ill — Transformation de K. Iactis 
as La souche receptrice construit precedemment eat cultivee aur un milieu minimum (YNB 0.67%, 
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glucose 2%) supplements en uracile, Jusqu'^ une concentration de 1 d 2.10" cellufes/ml. 

Aprds deux lavages, les cellules sont remises en suspension d la concentration de 10* cellules/ml dans 
un tampon de fomfiation des protoplastes (KG 0,6 M, pH 5). 

On ajoute de la zymolyase 5 000 (0,5 mg/ml) et on obtient les protoplastes en 5 d 10 minutes d 34^ 
^ Apres deux lavages, on met en prince 2.10* cellules et 1 d 10 iig d'ADN des melanges de ligation. 

On ajoute 2 ml de PEG 40%, CaClj 1 0 mM et on lalsse ^ la temperature ambiante pendant 20 minutes. 

Ards elimination du PEG on met en incubation 1 heure en milieu complet tamponne osmotiquement; 
les protoplastes sont Indus dans de la gelose en surfusion et etalSs sur un milieu minimum KO. 

Lbs colonies apparaissent aprds une semalne d'Inoubatlon d 30^r eiles sont de petites tallies et 
to beaucoup ne poussant pas aprte repiquage sur milieu minimum. 

L'efRcacitd de transformation est de 1 transfbrmant par |ig d'ADN et Is taux de rdg6n6retfon dea 
protoplastes est de 10% environ. 

Lbs rteiltBts obsen/fo sont les sulvants: 

ts 
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Tous les transfbrmants figurant au tableau I sont UPA* puisqulls poussent sur un mHi u mrnimum 
sans uracllo. Ced d6m ntre que le g&ne URAa de & caravisiae compl6mente la mutation uraA"* d^fldente 
en OMP decarboxylase de JC iactis. 

Les tranaformants ainsi obtenus ont une stabflit^ varfabi : 
« — cultives en mill u minimum sans uracile, lis sdgrdgent entre 40 et ^% d'ura" n 15 generations; 

— - cultive pendant le mdme nombre de generations sur milieu minimum + uradle, ils s^gr^ent entre 
94 et 99% d'ure*- 

II est toutafbis possible de staMlteer Is caractdre URA"" par des repiquages auocessifs sur milieu 
minimum* 

f 0 La presence do piasmidee portent et un ADN dtranger, solt pBR322. ftolt URA^, a dte confirmee par 
des resultats d^ybridatfon sur gel ou in situ. 

L'emploJ de irofs sondes radioactives, k,, pBR325 et URA3. a permls de montrer que: 

U porte un plasmlds llbre de 4/( kb visible sur gel contenant une partie de ki et le gdne URAg; 

L3 porte un plaamfde llbre de 9 kb contenant une partie de ki5 et une partie de I'ADN de pBR322. 

On extraft I'ADN total des transformants U et U et on utHlse cet ADN pour transfonmer une souche de 
E. coll pyr F (mutation compiementee par le ghne URA3 de 5. cerevisJae^ On seiectionne ansuite les 
transformants URA'^ et Amp'^ sur les milieux appropries et on obtient des transformants qui ont incorpord 
des plasmides selon Hnvention. 

^extraction des plasmides Issus des souches E. coli transformees par i'ADN de Ls montre quil s'agit 
^0 de plasmides conformes & la representation de la figure annexee, ces plasmides sont denommes p*^. il 
s'agft da plasmides circulalres ayant une taiiie de Tordre de 7^ kb qui possedent une extremlte de ki5 
ooupee per Clal. 

Le figure d-ennex6e represente la carte de restriction du plasmide p La telle qu'elle e pu etre 
determfnee par analyse. 

25 Ce plasmide comprend un fragment bactdrien provenant du plesmsde pBR 322 et un fragment de 
restriction Hindlll correspondent au g^ne URAS" de la levure S.cerevislaet (ces deux fragments d'ADN 
provfennsnt de la restncdon par Clal du plasmide done 6), et enfin un fragment de rsstdction Clal du 
plasmide k^$ de lactis* 

II convient de remarquer qua dans p comma cela a ete Indique sur la figure t'un des sites Oal a 
^ disparu au voislnage de I'ADN du gene URA3. 

Darw ces conditions, le plasmide p*^ comporte un grand nombre de sites de restriction uniques: ClaL 
EcoRlr BamHI, oe qui le rend particulierement apte comme vecteur de donage de g^ne dans K. lactis. 

En outre ce plasmide presente renorme avantage, de pouvoir etre ampllfia dans E. coli et extralt 
fadlementr ce qui ep fait un plasmide particulierement dlsponsibie. 
^ Enfln, le plasmide p ^ extratt de E. coli transforme les levures IC lactis ura" pour le caractere ura^ avec 
une efficadte dbc fois superieure & caile obtenue evec les melanges de ligation tel que cela est decrlt dans le 
brevet prindpal. ^ ^ ^ 

Les modes operatoires ci-apres sont destines d fllustrer la preparation detainee de vecteurs seion 

llnvendon sans pour autant la IJmlter. 

40 

Les souches 

Les scudies de levures K. fact/s utilisees sont: 

— la souche CBS 2380 a (kr ka*) sauvage et le mutant CBS 2360 a uraA" obtenu par Induction aux UV, 
depourvu d'actlvite OMP decaser 
4$ _ la souche VM2 a lys' (k^^, k,") derivee de fa souche C8S 2359. 

La souche de &cherichia coli HB 101 Ap" 1^ contenant le plasmide clone 6 portent le fragment 
URA3 de cerevisiaa de 1,1 kb. 

Les milieux 

so Les levures sont cuhlvees en milieu minimum Iglucose 2%, "yeast nitrogen base" Difco depourvu 

d'acides amines 0^7%, Agar Difco 2%). Ce mriiau peut §tre suppiemante en uraclle (50 mg/l) ou lysine (40 
mg/l). Le milieu YPQ eontfent du glucose 2%, extralt de levure 1%, bacto peptone 1%. La milieu de 
crolsement et de sporulation est le milieu ME compose d'extrart de malt: 5% et Agar Difco 2%, Le test 
'Idller" se feit sur le milieu GAL: galactose 2%, bacto peptone 1%, ^ctreit da levure 1%, ICP2PO4 0,08 M, 

ss Agar 2%. 

Extraction de plasmides 

L'extraction du plasmide bactenen clone 6 se fait d'aprds Guerry et colL 1973 (J. Bad. 116, 
1064—1068). 

L'extraction et la purfflcation des plasmides da XI lactis ont ete mises au point par M. Wesotowski, P. 
Dumaz rt at Fukuhara, 1982, Curr nt Genetics (sous presse). 

Les cellules d'une culture de 200 ml d'YPG en fin d phase exponentieile sont levees une fols a Ceau, 
pesees et suspendues dans du sorbitol 1 M (2 ml/g cellules) avec de [a zymolyase 60 000 (0,5 mg/g cellules). 

Aprds 45 minutes d'incubati n d 30*^, les cellules sont centrtfugees et suspendues dans une solution 
^ de NaCI 0J5 M, EDTA 0,10 M (2 mt/g cellules). On ajoute 0,5 mg/g cellules de pronase et du SDS 1 % final. 
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Aprds 1 heure dincubation h 37^ et 1 heure k 5(rc, on refroidit le tout et on ajoute da I'actoite de 
potassium 0.5 M final. On laiaae au froid pendant \ heure au moln& 

Aprds cantrifiigation, le sumageant eat trattd h la RNaae pendant |r heure d 37X. Un extraction au 
Sevag (chlorofornie:fsoamyl alcool, 24:1, volA^ol) est suMe d'une precipitation k I'dthanot (1i2 vol). 

Lea fibres d'ADN collect^ea k la pipette Pasteur sont dissoutes dans du TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 
8). On repr^ptte les fibres d'ADN avec 0,B6 volume d'tsopropanol redlstflid et on les redissout dans du TE. 
Cette solution addttionn^ d'un colorant (bleu de bromophinol) est ddpos^e sur un gel d'agarose h Ofi%. 

Aprte 18 heures da migration S 60 V, on excise les bandes^ r^eldes au bromure d'dttiidlum 
correspondant h claque plasmfde. On les dlsctro^lue pendant une nult h 100 mA. 

L'AON est passa ensulte sur colonne DEAE-cellulose, lavd avec NaCI 0^ M et 6lue avec NaCl 2 M, 
L'ADN est ensuite centrifuge en gradient de CsCI, dialyse et pt6dpixi d methanol. 

Reatrfctfons ligations 

Les AON fiont restraints par las enzymes de restriction pendant 1 heure a 3T^ dans le tampon 
correspondant h cheque enzyme. Les restrictions partfelles sont rtelisdes avec une quantity limitante 
d'enzyme, pendant 5 d 10 minutes d 3T€. 

La ddphosphorylatlon est rdallsee h 60*0 pendant i heure avec la phosphatase bacterienne aJcallne. 

La ligation se fait aprds purification de I'AON au phAnol at prddpitation k I'alcooJ, en pr6smce de la 
llgase de T4 pendant une nult k 10°C. 

La transformation de K. lactis 

Nous nous sommes Inspires des travaux de HInnen et coll. (1978) PNAS« 76, 1929—1933 et Gerbaud, 
Foumler, Blanc, Aigle, Heslot, Gudrineau (1979) Gene 5, 233—253. Lbs cellules cuitlvees en milieu 
minimum + uracils Jusqu'en phase exponentielle [1— ZIOVml) sont lavdes une fois a I'eau distiliee et une 
fots avec le tampon de protoplastJsation (KCI 0r6 M pH 5). 

Les cellules sont resuspendues d 10" cellules/ml dans ce tampon avec 0,5 mg/ml de zymolyase 5000 et 
incub^es un temps bref (5^10 minutee) k 34*^1 

On obtient plus de 90% de protoplastes. 

On lave deux fols les protoplastes avec un tampon Tris HCI, pH 7,5, KCI 0,6 M, CaCla 10 mWl en 
oentrifugeant d 1800 g, 6 minutes et en resuspendant les cellules ddilcatement; elles sont concentrees a 10^ 
cellules/ml dana ce dernier tampon. On ajoute 1 & 10 ^g de mdlange de ligation & 0,2 ml de cellules (2.10* 
cellules) et on melange blen. 

Aprda 15 minutes dlncubation k la temperature ambiantet on ajoute 2 ml de PEG 4000 a 30% (en poids/ 
volume) et on lafsse 15 minutes k temperature ambiante* 

Aprte centrfHrgatlon k 1800 g, 6 minutes, on resu^send dans 2 ml de KCI 0,6 M, glucose 6 gfl, Bacto 
peptone 6 g/i, extralt de levure 4 g/l, et on agite doucement k 30PC pendant 1 heure. 

Les cellules sont ensulte centrifuges et resuspendues dans 0,2 ml de tampon de protoplastisatiop. On 
ajoute 5 ml de gdlose en surfusion k 48^0 (KCI, 0,6 M, glucose 2%, YNB "sans aminoaddes" Difbo 0,67%, 
Agar Difco quality "purified'' 30 g/l). Le tout est coute sur une boite pr^chauffee a 55X contenant un milieu 
de mdme composition que la gelose cl-dessus mais avec un Agar Difco normaJ. 

L'hybrldatlon 

1) Preparation desfiltres d'hybridation sur colonle (In situ), (GrOnstein M. et Hogness D. S. (1975) PNAS 
72, 3961-^65). 

Les colonies poussant sur W sont r^pliqit^es sur un ^ttre Schleicher et SchQII BA 8Spos4 sur une bot^ 
deWet mlses a incuber k 3U*C pendant 2 jours. 

La pratoplastisadon se fait en \ heure d 3tPC avec de la zymolyase 60 000 (1 mg/ml), en KCI 0,6 M. 
ApT^ sichage sur papier Whatmart, las filtres sonttransfMs suct^sslvement sur papier Wiiatman ImbibS 
de* 

* ^ f^aOH 0,6 N (S minutes) 

— Tris iiOpH 7,6 7 naff X 2 minutes) 

— Naa 1,5 M, Tris HCI 0,5 MpH7,6<2x6 minute). 
Les filtres sont sechis sous vide i StTC pendant 3 heures, 

2) Vhybridation sur gel est r4alisaa suivant Southern £ M. (1975) J. moL BioL 98, 603—617. 

3) Les filtres sont traits k 65°C dans diffdrents bains: 

la prehybridation se fait pendant 30 minutes dans du 3 x SSC (20 x SSC = 3fA NaCI 0,3 M Na citrate) 
puis pendant 3 heures dans le tampon 3 x SSC, 10 x Denhardt (Denhardt = Rcoll 400 0,2%, serum 
aibumine bovine 0,2%, polyvinylpyrrolidone 0,2%), enfln, pendant 2 heures dans le meme tampon 
addltionnd de 50 \iglm\ d'ADN comp6titeur, 0,1% SDS, 0,1 M NaHaPO* pH 5,6, 10% dextrane sulfate. 

Pour ^hybridation des '^tres avec la sonde radioactive marquee au ^ par nlck-transiation, on ajoute la 
sonde d^atun^e au dernier bain de prdhybrldation et on laisse Incuber une nult k 65^ I-a nlck-translBtion 
est dtarite par Cameron et oolL 1979, Cell, 76, 739-751, ainsi que par les donndes du Centre de Radiochimi 
d'Ameraham. 

Les 6 premiere lavages des filtres se font dans du 3 x SSC, 10 x Denhardt 0,1 % SDS (avec 50 ^g/ml 
d'ADN compdtiteur lore du premier lavage seulement) puis les deux demlere lavages dans du 1 x SSC Les 
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fittres 8ont sech^ et ibv61^ par des ^Ima Kodak. 
Revendications 

5 1. Vactfiur ds clonage et d'expression d'un gdn hdt^roloqua dans una lavure, caracteris6 en ce qu'll 
a'agit d'un plaamida drculalre qui comporte au moins: 

— - tout ou partia de i'AON du plaamfde ki de K/uyveromyces iactis, 

— un segmant d'ADN fncorporant le g§na hdt^rologua ainsi quo lea adquances aasurant rexprasslon 
dudft gane dana fadite lavure. 

w Z Vecteur selon la revandication 1, caractdriad en ce quti comporte dgalament dea fragmanta d'ADN 

bact^en. 

3. Vecteur salon la revendlcatlon 2» carace6H86 en ce que lea fragmanta d'ADN baot^rian comport© nt 
une origine de replication. 

4. Vecteur aelon (a revandfcation 3, caract^rTad en ce qua I'orfgine de replication est Torlgina de 

IS rdpltcation de pBR322. 

5. Ve^ur salon I'une des revendications 1^4, caractdrfs^ en ce que le segment d'ADN du g&ne 
hdt^logue eat un segment d'ADN du gdne URAa de Saccharomyeea cerevisJsB. 

a Vecteur selon Tune dea revendications 1^4, caractirise en ce qu1l ne comporte qu'une partia de 
i'ADN du plasmlde correspondent d TADN du plasmlde kiC. 
20 7. Vecteur selon Tuna des ravandlcationa 1 d 3r caractirfsd en ce qu'il s'agit d'un plasmida drculalre 
comportant i tftre d'ADN du plasmlde kt de fC taOls un fragment de restilction Clai du plasmlde ki5. 

a Vecteur aelon la revendlcatlon 7, caract^riad en ca quTI comporte un fragment da rastnction Clai du 
plasmFde clone 6 comportant un fragment de pBR322 et le gdna URAa. 

a Vecteur selon I'une des ravandlcationa 7 at 8, caract6rls6 en ce qu'll s'agft du plasmlde p^ 

29 comportant un fragment de pBR322, le g^ne URA^*^ et un fregment Oal du plasmlde lc,5, 

10, Levure transform^e Incorporant un vecteur seJon I'une des revendications 1 & a 
11 • Levure selon la ravendieation 10, caractdriada en ce qu'll s'agit d'une souche de Kluyveromyces. 
12. tevura aeion la revandication 1% oaract^raste en ce qu'il s'agit d'une souche de K/uyveromyces 
iactis, 

30 13* Souche K/uyveromyces iaGtfsBB\on I'une des revendications 10 a 12« caractSrls^ en ce qui! s'agit 
d'une souche de K factis {k^^, k^'*']. 

14. Souche de Kfuyveromyces lactis transfomnee par un plasmlde selon la revendlcation 1 , caracteris6e 
en ca qua ledit plasmida vecteur comporte: 

— un fragment de rastnction Qal du plasmlde ki9, 

J5 ^ un fragment de restriction Clai du plasmida done 6 portent le gdne URAs et un fragment de pBR322, 
la(Sta souche de K, lacUa 4tant uraA'* ki^, V^*. 

ia Application d'une levure selon I'une das revandlcations^lO d 14 d la preparation d'une protdine 
cod6a par le gftna hdtarologue port6 per la vecteur. 

4Q PatentansprOche 

I. Kioniergungs- und Expressionsvektor eines heteroiogen Gens in einer Hefe, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich um dn Rfngplasmid haruielt das wenlgstans: 

— ganz Oder teilwdse die DNA des Plasmlds ki von Khyveromyces factis, 

45 — eln DNA-Segment In welches das heterologe Gen sowie ein Sequenzen eingebaut sind, die die 
Expression besagten Gens in besagter Hefe sicherstellen/ aufwdst 

Z Vektor nach Anspruch 1, dadurch gekennzdchnet, daB er ebenfaJIs bakterfdle DNA-Fragmente 
aufuvdsL 

a Vektor nach Anspruch 2, dadurch gefcennzsichnet, daB die baktienelien DNA-Fragmante eine 
ao Replikationsquelle aufvvelsen. 

4w Vektor nach Anspruch 3r dadurch gekennzeichnet, daB die Replikationsquelle die Replikationsquelle 

von pBR322 ist 

5. Vektor nach einem dar AnsprOche 1 bis 4, dadurch gdmnzeichnet, daB das DNA-Segment des 
heteroiogen Gens ain S^ment der DNA des Gens URAs von Saccharomycos caravisma ist 

§$ a Vektor nach einem der AnsprOcha 1 bis 4> dadurch getonnzeiohnet, daS er nur einen Teil der DNA 
des Plasmicte kt aufwerst der der DNA des Plasmfds ki6 entsprfcht 

7. Vektor nach emem der Anspruche 1 bis 3, dadurdi gekennzeichnet, daB es sIch um ein Ringplasmid 
handelt das als DNA des Plasmids von K. lacXis ein Restriktionsfragment Dal des Plasmida ki5 aufweist. 

6. Vektor nach Anspaich 7, dadurch gekennzelchnet daB er ein Restriktionsfragment Clai des Plasmlds 
so Klon 6 aufweist das eln Fragment von pBR322 und das Gen URAs aufweist 

9«V kt r nach einem d r AnsprOche? und 8, dadurch gekennzaic^nst daB s aich um das Plasmid p^ 
handelt das ein Fragm nt v n pBB322, das Gen URAa" und ain Fragment Oal des Plasmids ki5 aufweist 
10. Trariaformi rta Hefe, In die ein Vektor nach ainem der Anspruche 1 bis 9 eingebaut Ist 

II . Hefe nach An^ruch 10, dadurch gekennzelchnet daB es sich um etnen Stamm von Kluyvaromyces 
05 handelt 
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12. Hefe nach Anspruch 11, dadurch gekennzelchnet, daB es slch urn einen Stamm von 
Kluyveromycea iaetis handett 

13. Stamm von KJuyveromyces facUs nach efnem d r AnsprQche 10 bis 12, dadurch gekennzafdinetr 
dafi 69 sTch um dnen Stamm von K. iactfs {kt^, ka^) handelt 

14. Stamm von /Ouy^eromycBS fac^, transformlert von ^nem Plasmid nach Anspruch 1, dadurch 
gekenrtzeichnet, daB baaagter Ptaamidvaktor. 

' ein Restriktionsfragment Clal das Ptasmfds ki5, 

— eIn Restriktfonsfiragment Clai das Plasmfda Won 8 mh dam Gen URAj und eln«n Fragment von 
pBR322, aufweist, wobei besagter Stamm von /C facti$ uraA~, k^^, k^* lat 

15. Verwendung einer Hefe nach einem der AnaprCdie 10 bia 14 baf dar Herstellung eines von dem auf 
dam Vektor beflndHchan hetarologen Gan kodlerten Proteins 

Claims 

1. A cloning and exprasaion vector of a hatarologoua gene In a yeast, which Is a circular plasmid 
containing at least: 

— all or part of the DMA of plasmid kt of KJuyveromyces lacUs, 

— a DNA segment fncorporating the heterologous gene and sequences which ensure expression of the 
said gene in the said yeast 

2. Vector according to dalm 1 which contains also fragments of bacterial DMA. 

3. Vector according to claim 2, fn which the fragments of bacterial DNA contain an origin of replication. 

4. Vector according to daim 3, in which the origin of replication is the origin of repilcatlon of pBR322. 

5. Vector according to one of daims 1 to 4Jn which the DNA segment of the heterologous gena is a 
DNA segment of the URA« gene of Saccharomyees carwisiae. 

6. Vector according to one of daims 1 to 4, which contains only one part of the DNA of plasmid k^ 
corresponding to the DNA of plasmid k,5. 

7. Vector accord! ng to one of claims 1 to 3, which Is a drcular plasmid containing as the DNA of plasmid 
of /C factis of Clal restriction fragment of plasmid ki5. 

a Vector according to dalm 7, which contains a Clal restriction fragment of the done 6 plasmid 
containing a fragment of pBR322 and the URA^ gene. 

9. Vector according to one of daims 7 and 8, which is the plasmid p*^ containing a fragment of pBR322, 
the URAa'^ gene and a Clal fragment of the plasmid ki5. 

10. Transformed yeast incorporating a vector according to one of daims 1 to 9. 

11. Yeast according to daim 10, which Is a strain of Kluyveromyces. 

12. Yeast according to daim 11, which is a strain of Kfuyveromyces lactls. 

13. Strain of KiuyveromyGes /sct» according to one of dainfts 1 0 to 12, which is a strain of /C /acf/s (ki^, 

kt*K 

14. Strain of Kiuyveromycas iacSs transformed by a plasmid according to dalm % In which said 
plasmid vector cmtalns, 

— a Clal restriction fragment of the plasmid k|6. 

— a Clal restriction fragment of the done 6 plaanid carrying the URA9 gene and a fragment of pBR322, 
said strain of fC lacUa being uraA*, k^^, ka^« 

15. Use of a yeast according to one of daims 10 to 14 In the preparation of a protein encoded by the 
heterologous gene carried by the vector. 
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